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研究成果の概要（和文）：本研究課題は糖尿病などの糖代謝異常において、臓器毎の病態マーカーとなりえるエ
クソソーム（分泌小胞）内在長鎖非コードRNAを探索するものである。研究の結果、病態を反映するエクソソー
ム中の核酸マーカーの基礎的なデータが得られた。また、骨格筋細胞や脂肪細胞において、インスリン抵抗性に
よって変化する細胞内長鎖非コードRNAを同定した。さらに糖尿病治療薬メトホルミンで影響を受ける細胞内
lncRNAの検討を通じて、骨格筋の糖取り込みに関与する長鎖非コードRNAを発見した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we explored the roles of exosome-containing long noncoding
 RNAs in in each organ which is involved in the pathogenesis of glucose dysmetabolism such as 
diabetes for the application of clinical evaluation. As a result, we obtained the list of potential 
RNAs in the exosomes for the evaluation of insulin resistance in the skeletal muscle. In addition, 
we found that many lncRNAs are associated with insulin resistance in the skeletal muscle cells and 
adipocytes. Moreover, in search of metformin-affected lncRNAs, we discovered that lncRNA Dreh is 
implicated in the glucose transport in the skeletal muscle cells.

研究分野：代謝病学、糖尿病学、内科学、臨床検査医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病の病態は個人個人で異なっている。この研究によって糖尿病の病状の評価に役立つ臨床検査指標を創出す
るための基礎的なデータが得られた。今後はこのデータを検証することで、一人一人の糖尿病患者さんの病態評
価や治療薬の選択および効果の評価といった個別化医療への応用に発展することが期待される。さらに、予期せ
ず骨格筋における糖取り込みに関係する長鎖非コードRNAを発見した。この長鎖非コードRNAは核酸医療などによ
って新たな糖尿病治療の標的となる可能性を秘めており、今後の研究発展の礎となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我が国における糖尿病有病者数はその可能性が否定できない者も含め 2,050 万人と推定され
ている (H24年国民健康•栄養調査、厚生労働省)。このような数の多さに加え、耐糖能異常や 2
型糖尿病に代表される糖代謝異常の病態は各個人で異っており、その対応を複雑にしている。
また昨今、糖尿病治療薬の種類は増加し、病態に応じた治療が求められている。このような諸
問題を解決する一助として、各個人における臓器毎の詳細な病態評価が必要である。しかし、
糖代謝異常の病態、特にインスリン抵抗性•感受性については BMI や HOMA-IR などの大まかな指
標を頼りに診療がなされているのが現状で、インスリン作用に直接関与する骨格筋、脂肪細胞
あるいは肝細胞など個々の臓器 (細胞) の異常を反映する簡便な臨床検査指標は得られていな
い。 
 エクソソームは細胞より分泌される直径 30〜200 nm 程度の小胞で、種々の蛋白や非コード
RNA などを内包している。これらの物質はその由来する細胞の種類によって異なり、また病態
に応じて変化することが知られていることから、エクソソーム内の物質は細胞あるいは臓器に
加わる様々な情報を統合したより高次のシグナル群と考えられる。実際、エクソソーム内には
さまざまな物質が内包されており、その多くは蛋白質をコードしない非コード RNA (noncoding 
RNA; ncRNA) である。ncRNA の中でも主体となるのは microRNA (miRNA) であるが、他に
ribosomal RNA や長鎖非コード RNA (long noncoding RNA; lncRNA) が少量含まれている。エク
ソソーム中の miRNA は癌などの病態マーカーとして数々の報告がなされている。一方、lncRNA
は miRNA に比し種類も多く、その細胞内における作用から重要な生体機能調節因子の一つであ
るといえるが、これまでにエクソソーム内の lncRNA と糖代謝異常の関係についての知見は得ら
れていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は糖代謝異常を反映するエクソソーム中の長鎖非コード RNA を臓器毎に同定し、糖尿
病患者の病態•治療の評価に有用な血液あるいは尿を検体とした臓器特異的病態マーカーの創
出を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではエクソソーム中の lncRNA の解析を行う(下記 1)ことに加えて、細胞内の lncRNA
の解析(2,3)も行うことにより病態を正確に反映する分子の探索を行った。 
 
(1) インスリン抵抗性によるエクソソーム内 lncRNA の変化 
 骨格筋細胞モデルとして C2C12 筋芽細胞を既報に準じて骨格筋細胞 (筋管細胞) に分化させ
て実験に用いた。インスリン抵抗性の惹起には細胞透過性セラミドを用いた。セラミドを作用
させた細胞の培養培地を Viva Spin にて濃縮し検体とした。エクソソームの抽出は 3種類の方
法 (ポリマー沈殿法、リン脂質アフィニティー法、サイズ排除法;EVsecond) を比較検討した。
エクソソームの確認はウエスタンブロット法による CD63 蛋白質の発現および透過型電子顕微
鏡による観察にて行った。エクソソーム分画から抽出した RNA を鋳型として ssDNA ライブラリ
を作成し、マイクロアレイ法（Clariom D Array、Affymetrix）を用いてエクソソーム内に含ま
れる遺伝子•RNA 発現を網羅的に解析した。尚、マイクロアレイ解析に用いたチップは本研究の
目的とする長鎖非コード RNA を約 3万種カバーしており、十分な検討が可能である。 
 
(2) インスリン抵抗性による細胞内 lncRNA の変化 
 C2C12 骨格筋細胞および 3T3-L1 脂肪細胞をモデルとして検討を行った。これらの細胞に高濃
度のインスリン (C2C12骨格筋細胞には100 nM, 3T3-L1脂肪細胞には10 nM) を48時間作用さ
せることで、インスリン作用低下モデルを作成した。インスリン作用の低下はインスリン長時
間作用終了時に、同濃度のインスリンを含む新しい培地に入れ換えて、15分間刺激を加えた細
胞における Akt リン酸化で確認した (ウエスタンブロット法)。並行して培地のみの対照群を設
定した。細胞より抽出した total RNA にて first strand cDNA を合成し、lncRNA の検出は RT2 
lncRNA PCR array (lncRNA PCR Array Mouse lncFinder, LAMM-001Z, Qiagen) を用い、定量的
real-time PCR 法 (StepOnePlusTM, Applied Biosystems) にて行った。得られた増殖曲線から
Ct 値を算出し、data は Web 解析 (GeneGlobe Data Analysis Center、Qiagen) にて行い、2倍
以上の発現変化を有意とした。 
 
(3) 糖尿病治療薬メトホルミンによる lncRNA の変化 
 骨格筋培養細胞モデルとして C2C12 骨格筋細胞を用いた。この細胞にメトホルミンあるいは
siRNA を作用させて検討を行った。培養培地中のグルコース濃度は Glucose (GO) Assay Kit 
(GAGO20-1KT, Sigma-Aldrich Co. LLC.) を用いて測定した。LncRNA の発現変化はプールした
cDNA サンプル (処置群および対照群) を用いて、RT2 lncRNA PCR array にて検討した。Data
は実験(2)と同様に処理した。RNA 発現量は TaqMan® Gene expression assay (Applied 
Biosystems) を用いて測定した。GLUT1 や GLUT4 などのタンパク質発現量はウエスタンブロッ
ト法を用い、得られた band を定量解析した。糖取り込みの評価には[3H]-2-deoxyglucose を用
い、液体シンチレーションカウンターで測定した。 



 
４．研究成果 
(1) インスリン抵抗性によるエクソソーム内 lncRNA の変化  
 細胞透過性セラミドを作用させた C2C12 骨格筋細胞において、Akt リン酸化を評価したとこ
ろ、セラミドを作用させた C2C12 骨格筋細胞は対照群に比べインスリンによる AKt リン酸化は
低下していた。このことからセラミドによるインスリン抵抗性の誘導が確認できた。 
 培養液中に分泌されたエクソソームの抽出に関して 3種類の方法を検
討した。エクソソームの存在はウエスタンブロット法による CD63 蛋白質
の発現にて確認した。検討した 3種類の抽出法のうちサイズ排除法が最も
エクソソームの収量が多かった。エクソソームの存在はさらに透過型電子
顕微鏡によっても確認した (図 1)。さらに、エクソソームを含有する分
画より RNA を抽出し、その収量や質の検討を加えた。これらの検討をもと
に、培養培地からのエクソソーム抽出方法を確立した。 
  セラミドによってインスリン抵抗性を誘導した細胞、および対照群の細
胞培養培地を採取•濃縮し、サイズ排除法を用いてエクソソーム分画を採取した。エクソソーム
から抽出した RNA を鋳型としてプローブを作成し、マイクロアレイ法を用いてそこに含まれる
遺伝子発現を網羅的に解析した。発現解析の結果、エクソソーム内に数多くの noncoding 遺伝
子が検出できたとともに対照群と比較したセラミド群における lncRNA の変化リストが得られ
た。得られた個々の lncRNA が実際にセラミドの影響を受けるのかについて、いくつかの確認実
験を行なった。また、アレイの結果から mRNA や miRNA の変化も同時に得られた。これらの結果
より、病態を反映するエクソソーム中の核酸マーカー候補の基礎的なデータが得られた。 
 
(2) インスリン抵抗性による細胞内 lncRNA の変化 
 C2C12 骨格筋細胞および 3T3-L1 脂肪細胞に対してインスリン抵抗性を引き起し、細胞内
lncRNA の変化を検討した。検討を行った 84種類の lncRNA のうち、C2C12 骨格筋細胞において
は上昇するものが 3種類、低下するものが 1種類であった。一方、3T3-L1 脂肪細胞においては
上昇するものが 3種類、低下するものが 18種類であった。両細胞株に共通する lncRNA を 1種
類同定した。これらの結果より、インスリン長時間暴露によるインスリン抵抗性によって種々
の細胞内 lncRNA が変化することが判明した。また、同様の処置を行っても変化する lncRNA は
細胞種によって異なり、臓器特異性が示唆された。今後は本検討にて変化を認めた lncRNA が実
際にどの程度変化するのか検証すること、さらには変化を確認できた lncRNA がインスリン作用
とリンクするような生物学的性質を有しているのか検討を進め、最終的に臓器特異的なインス
リン抵抗性 (作用低下) の惹起にかかわる lncRNA の解明につなげたい。 
 
(3) 糖尿病治療薬メトホルミンによる lncRNA の変化 
 臨床で頻用されている糖尿病治療薬、メトホルミンの血糖降下作用は主に肝臓に作用するこ
とは知られているものの、腸管や骨格筋など多くの臓器への作用も報告されている。しかし、
その作用機序は十分に明らかにされてはいない。そこで、生体内における最大の臓器である骨
格筋におけるメトホルミンの作用を lncRNA の視点で検討を加えた。まず、細胞内の lncRNA に
着目して検討を始めた。 
 メトホルミンが骨格筋細胞に作用していることを培地中のグルコース濃度の低下で確認し、
次に lncRNA の発現変化に関する検討を行った。その結果、骨格筋細胞にメトフォルミンを長時
間作用させることによって 2倍以上の発現変化を認めた lncRNA は計 20種類あり、13種類が増
加し、7種類が低下した。このうち最も変化 (低下) した lncRNA は AK050349 (lncRNA Dreh; 
Down-Regulated Expression by HBx) であった。実際にメトホルミンは C2C12 筋管細胞におい
て lncRNA Dreh の発現を濃度および時間依存性に低下させた。そこで、lncRNA Dreh の発現低
下の意義を探る目的で siRNA を用いてノックダウン実験を行ったところ、培養培地中のグルコ
ース濃度が低下することを発見した。さらに細胞の糖取り込みを評価したところ、やはり
lncRNA Dreh の発現低下は糖取り込みを促進させた。骨格筋細胞の糖取り込みは主に GLUT1 と
GLUT4 が担っているため、それらのタンパク質発現量をウエスタンブロット法にて評価したが、
細胞内発現量に変化を認めなかった。そこで細胞膜タンパク質を抽出し評価を加えたところ、
Dreh のノックダウンによって GLUT4 タンパク質発現量は増加していた。これらの結果より、骨
格筋細胞における lncRNA Dreh 発現低下は細胞膜上の GLUT4
発現量の増加を介して糖取り込みを促進させることが示され
た。骨格筋は生体内において糖取り込みにかかわる最大の臓
器であることから、本研究成果をもとに、今後は Dreh をター
ゲットとした核酸医療などへの展望について期待される。 
 一方、これまでの報告からメトホルミンは骨格筋細胞にお
いて細胞膜の GLUT4 発現増加を介して糖の取り込みを促進す
ることが知られている。そのような知見と本研究結果とを総
合すると、メトホルミンの糖取り込み作用に lncRNA Dreh の
低下が関わっている可能性が示唆された (図 2)。 
 



(4) まとめ 
 本研究期間を通じて、エクソソーム採取法の確立とインスリン抵抗性を反映するエクソソー
ム内在 lncRNA の解析を行うことができた。しかし、個々の発現量の解析と他のインスリン抵抗
性モデルでの検証を通じて普遍性があるかの検討に時間を要するため、当初計画した研究期間
内にすべての実験を完了することができなかった。このため、本研究項目については研究期間
終了後も一定の成果が得られるまで継続して研究を進める計画である。一方、糖尿病治療薬で
影響を受ける細胞内 lncRNA の検討を通じて、骨格筋の糖取り込みに関与する lncRNA を発見す
ることができたことは本研究における重要な成果の一つとなった。 
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